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Napjainkban komoly környezetvédelmi, s áttételesen egészségügyi problémát okoz, hogy az esszenciális 
nehézfémeken (pl. Cu, Zn) kívül a toxikus nehézfémek (pl. Cd) is egyre nagyobb mértékben kerülnek 
vizekbe, talajba és az egész táplálékláncba, ezáltal kóros elváltozásokat, megbetegedéseket okozhatnak. 
Ezen kórfolyamatok hátterében többnyire az ún. reaktív oxigénformák (ROS) egyensúlyának megbomlása 
áll. A nehézfémekkel szennyezett területek, közegek növényekkel való megtisztításánál gyakran alkalmazott 
tesztnövény az indiai mustár (Brassica juncea L.), melyen jól vizsgálható, hogy a növényekben a 
nehézfémstressz milyen anatómiai és élettani változásokat idéz elő. Már az egyedfejlődés korai érzékeny 
szakaszában, a csírázás során is jelentkezhetnek tünetek. Ezért tanulmányoztuk a réz (Cu) és a toxikus 
kadmium (Cd) a csírázás menetére gyakorolt hatását.  
A magokat steril Petri-csészékben sötétben 12, 24, 48 és 96 órán át (12-96h) csíráztattuk különböző Cu- és 
Cd-koncentrációjú (jelölés: Cu5-200 és Cd50-200) oldatokban. Az oxidatív stressz biokémiai paraméterei 
(ferri-ion redukáló képesség, lipid peroxidáció, kataláz aktivitás) mellett stressz-indukált sejtfalanyagok 
(kallóz, lignin) szintézisét, a sejtmembrán károsodását, valamint a H2O2 keletkezését igyekeztünk 
hisztokémiai festésekkel igazolni.  
Eredményeink azt mutatták, hogy mindkét nehézfém hatására már a csírázás kezdetén a gyököcskében és a 
belőle fejlődő elsődleges gyökérben jelentős oxidatív stressz-folyamatok generálódnak, a biokémiai 
paraméterek idő- és koncentráció-függést mutattak. Elsősorban a Cu-stressz hatására gyorsan 
szintetizálódó poliszacharid, a kallóz sejtfalba történő beépülésével igyekeztek a növények növelni a fiatal 
gyökerek ellenállóképességét, míg faanyag (lignin) keletkezését nem sikerült kimutatni.  
 
Kulcsszavak: nehézfémek, oxidatív stressz, gyökércsúcs, kallóz, membránintegritás 
 
1. Bevezetés 
A napjainkban is egyre fokozódó bányászati és ipari tevékenységnek, a mezőgazdaságban a különböző 
kemikáliák alkalmazásának, valamint a lakossági hulladék- és szennyvízkibocsátásnak köszönhetően 
környezetünk jelentős nehézfémterhelésnek van kitéve. Az esszenciális nehézfémeken (pl. Cu, Zn, Fe) 
kívül nagy problémát okoz a toxikus nehézfémek (pl. Cd, Pb, Hg) vizekbe, talajba, onnan a növényekbe és 
az egész táplálékláncba való kerülése, hiszen az adott szervezetben kóros elváltozásokat, 
megbetegedéseket okozhatnak [1, 2, 3]. Akár növényi, akár állati vagy humán kórfolyamatokról van, ezek 
hátterében többnyire az ún. reaktív oxigénformák (ROS) túltermelődése áll [4]. Bár hazánkban a 
természetes élőhelyeken a talaj illetve a vizek nehézfém-koncentrációi általában a szennyezettségi 
határérték alattiak, de az intenzív mezőgazdasági, ipari, bányászati művelés következtében ezek akár 10-
15-szörösére növekedhetnek. Az ilyen nehézfémekkel szennyezett területek, közegek növényekkel való 
megtisztítását célzó eljárás, a fitoremediáció egyik kedvelt tesztnövénye a keresztesvirágúak családjába 
tartozó indiai mustár (Brassica juncea L.), amely fajtársaihoz (Alyssum-, Arabidopsis-, Thlaspi-fajok) 
hasonlóan hiperakkumuláló, emellett nagy biomasszát produkál rövid idő alatt [5, 6, 7]. Számos kutatási 
eredmény ismeretes ezzel a fajjal kapcsolatban, de ezek általában kifejlett növényeken végzett, többnyire 
előnevelést követő nehézfém-kezelésből származnak. Ezért tartjuk fontosnak, hogy megismerjük a 
csírázás idején, vagyis az egyedfejlődés legérzékenyebb, korai szakaszában alkalmazott nehézfém-stressz 
hatását [8].  
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Kísérleteinkben az esszenciális Cu és a toxikus Cd a csírázás menetére gyakorolt hatását, valamint a 
gyököcskében jelentkező esetleges morfológiai-anatómiai eltéréseket vizsgáltuk, továbbá különböző 
biokémiai stressz-paraméterek idő- és koncentráció-függő változásait követtük nyomon.  
 
2. Anyagok és módszerek 
2.1. A növénynevelés körülményei 
A magokat steril Petri-csészékben szobahőmérsékleten (24±1C), sötétben 12, 24, 48 és 96 órán át (12-
96h) csíráztattuk. A csírázatáshoz használt oldatok desztillált víz és a nehézfémek (Cu és Cd) különböző 
sóinak (CuSO4, illetve CdCl2 x H2O) felhasználásával készítettük 50, 100 és 200 mg L-1 koncentrációkban 
(rövidítések: Cu50, Cu100, Cu200, illetve Cd50, Cd100 és Cd200). A kontroll csíranövényeket desztillált 
vízben neveltük.  
Mivel látványos morfológiai-anatómiai elváltozások szinte csak a Cu-zel kezelt csíranövények 
gyököcskéjénél illetve primer gyökerénél jelentkeztek, vizsgálatainkat a Cu kisebb, de szupraoptimális 
koncentrációival (5, 10 és 25 mg L-1) folytattuk (jelölés: Cu5, Cu10 és Cu25), 48, 72 és 96 órás 
kezelésekkel.  
  
2.2. Biokémiai paraméterek vizsgálata 
A biokémiai vizsgálatokhoz a különböző időtartamú és koncentrációjú kezelések után kétszeri desztillált 
vizes lemosást követően a csírázó magvakból, illetve azok gyököcskéjéből 6-8 ismétléssel foszfátpufferrel 
és kvarchomokkal homogenizátumot készítettünk, majd lecentrifugáltuk, és a felülúszóból mértük a kívánt 
paramétereket. Az oxidatív stressz mértékének kifejezéséhez az alábbi paramétereket mértük: FRAP 
(ferri-ion redukáló képesség; [9, 10, 11]), a membránkárosodást jellemző lipid peroxidáció (LP; [12]), a 
hidrogén-peroxid (H2O2) semlegesítésében szerepet játszó kataláz enzim aktivitása (CAT; [13]). Az 
enzimaktivitás kifejezéséhez szükséges össz fehérje-tartalmat Lowry és Rosebrough [14] módszerével 
határoztuk meg. 
 
2.3. Hisztokémiai vizsgálatok 
A nehézfémkezelés illetve az oxidatív stressz okozta morfológiai-anatómiai változások (pl. bizonyos 
sejtfalanyagok beépülése) nyomon követésére a fiatal gyökércsúcsokat in vivo festettük anilinkékkel 
(jelölés: AB), Trypan-kékkel (TB) és sósavas floroglucinnal (Phl). Az anilinkék a kallóz mint de novo 
gyorsan szintetizálódó és beépülő, poliszacharid jellegű sejtfalanyag kimutatására alkalmas [15, 16]. A 
sejtéletképesség, valamint a membránok állapotának felméréséhez alkalmaztuk a Trypan-kéket, amely 
csak az elhalt sejteket festi meg [17, 18]. A stresszhatásra másodlagosan a sejtfalba beépülő és annak 
ellenálló-képességét, rigiditását fokozó lignin (faanyag) detektálásához sósavas floroglucint használtunk 
[19, 20]. Ez utóbbi specifikus festék meggypiros elszíneződéssel jelzi a lignin jelenlétét. A mintákat 
sztereomikroszkóp segítségével, 50-szeres nagyítással vizsgáltuk. 
Az alacsonyabb Cu-koncentrációkkal (Cu5, Cu10 és Cu25) kezelt csíranövények esetében az anilinkék-
festés mellett a H2O2-t, mint az oxidatív stressz egyik markerét is igyekeztünk láthatóvá tenni az Amplex 
Red (AR) alkalmazásával [21]. Mindkét esetben fluoreszcencia intenzitás alapján következtettünk a 
kallóz- illetve a H2O2- szintézis mértékére (a kontrollt vettük 100%-nak). 
 
2.4. Szövettani vizsgálatok a gyökércsúcsokban 
A nehézfémstressz és az oxidatív károsodások szövettani jeleit is vizsgáltuk gyököcskékben és az 
elsődleges gyökércsúcsokban. A növényi mintákat fixáltuk, majd paraffinba ágyaztuk [19]. 
Fénymikroszkópos metszeteket készítettünk, amelyekről 100-szoros nagyítású fotókat készítettünk. A 
metszeti képeken figyeltük a fontosabb szövettájak, vagyis a borszövet, kéregszövet és a központi henger 
egymáshoz viszonyított arányait. 
 
2.5. Adatok feldolgozása 
A statisztikai analízist a STATISTICA 8.0 és 9.0 program segítségével végeztük el Mivel az adatok 
általában nem mutattak normál eloszlást, nem-parametrikus teszteket alkalmaztunk a szignifikancia-
vizsgálathoz. A különböző paraméterek közti összefüggések feltárásához Spearman-féle rangkorrrelációt 





3. Eredmények és diszkussszió 
3.1. Az oxidatív stressz paraméterei 
Mindhárom nehézfém esetében a varianciaanalízis (ANOVA) során kiderült, hogy a vizsgált biokémiai 
paraméterek alakulását szignifikánsan befolyásolja mind a kezelés időtartama, mind az alkalmazott 
koncentráció. 
 
3.1.1. A ferri-ion redukálóképesség (FRAP) 
Mindegyik nehézfém esetében azt tapasztaltuk, hogy a FRAP-értékek koncentráció-függő módon 
emelkednek főleg a rövidebb távú (12-48h) kezeléseknél, ugyanakkor ez időben fokozatosan mérséklődik 
(1. A, B, C ábra). Mindez az antioxidáns védelmi rendszer, elsősorban a vízoldékony komponensek (pl. 
fenolok) gyors indukciójára utal [22, 23, 24].  
 
 
1. A ábra: A különböző Cd-koncentrációkkal kezelt Brassica juncea csíranövények össz antioxidáns 
kapacitását kifejező FRAP-értékek. A csillagok a kontroll és a kezelt növények közti szignifikáns 
különbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; **, ha p< 0,01 és ***, ha p< 0,001. 
 
 
1. B ábra: A különböző Cu-koncentrációkkal (Cu50-200) kezelt Brassica juncea csíranövények össz 
antioxidáns kapacitását kifejező FRAP-értékek. A csillagok a kontroll és a kezelt növények közti 
szignifikáns különbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; **, ha p< 0,01 és ***, ha p< 0,001. 
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1. C ábra: A különböző Cu-koncentrációkkal (Cu5-25) kezelt Brassica juncea csíranövények 
gyökércsúcsaiban mért össz antioxidáns kapacitást kifejező FRAP-értékek. A csillagok a 
kontroll és a kezelt növények közti szignifikáns különbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; **, ha p< 
0,01 és ***, ha p< 0,001. 
  
 
3.1.2. A lipid peroxidáció (LP) vizsgálati eredményei 
A toxikusnak számító Cd-mal való kezelés hatására a membránkárosodást kifejező LP –értékek a 
kontrollhoz képest általában szignifikáns csökkenést mutattak (2. A ábra), míg az irodalomban rendszerint 
a Cd-stressz LP-fokozó hatásáról lehet adatokat találni [25, 26, 27]. Ugyanakkor -hozzánk hasonlóan- már 
Cd-kezelt uborka csíranövényeknél is tapasztaltak LP-csökkenést [28]. Eredményeink a faj Cd-mal 
szembeni toleranciájával és a stressz által stimulált vízoldékony antioxidánsok (pl. glutation, GSH) illetve 
polifenolok jelenlétével magyarázhatók.  
A nagyobb koncentrációjú Cu-stressz (Cu50-200) a csíranövényekben alig okozott számottevő LP-
növekedést vagy -csökkenést a csírázás első 48 órájában a kontrollhoz képest, csak 96 óra elteltével 
tapasztaltunk szignifikáns növekedést (2. B ábra). Ugyanakkor a kisebb Cu-koncentrációk már 48 órát 
követően jelentős LP-t váltottak ki a gyököcskében, ami időben mérséklődött (2. C ábra). Az esetünkben 
tapasztalható ellentmondás hátterében az is állhat, hogy a kisebb koncentrációjú Cu-kezelést követően 
csak a gyököcskékből végeztünk méréseket, míg a másik kísérletsorozatban az egész növényt dolgoztuk 
fel – gyakorlati okokból. Az általunk is megfigyelt koncentráció-függő LP-növekedést irodalmi adatok is 
megerősítik indiai mustár és lencse csíranövények esetében [29, 30]. A LP mértékének időbeli csökkenése 
pedig a fenolos komponensek jelenlétével kapcsolható össze [31, 32]. 
 
 
2. A ábra: A különböző Cd-koncentrációkkal kezelt Brassica juncea csíranövényekben mért lipid 
peroxidáció (LP). A csillagok a kontroll és a kezelt növények közti szignifikáns különbségeket 







2.B ábra: A különböző Cu (Cu50-200) -koncentrációkkal kezelt Brassica juncea csíranövényekben mért 
lipid peroxidáció (LP). A csillagok a kontroll és a kezelt növények közti szignifikáns különbségeket jelzik: 




2.C ábra: A különböző Cu-koncentrációkkal (Cu5-25) kezelt Brassica juncea csíranövények 
gyökércsúcsaiban mért LP-értékek. A csillagok a kontroll és a kezelt növények közti szignifikáns 
különbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; **, ha p< 0,01 és ***, ha p< 0,001. 
 
 
3.1.3. A kataláz (CAT) aktivitása 
A Cd-kezelés főleg rövid távon okoztak a CAT-aktivitásban markáns növekedést, de a vártaktól eltérően 
nem a legnagyobb koncentráció váltotta ki a legnagyobb hatást (3. A ábra). A hosszabb távú kezelések 
ugyanakkor gátlást eredményeztek az enzim működésében. Eredményeinkhez hasonlóan, vagyis az 
aktivitás kezdeti, koncentráció-függő növekedését, majd csökkenését figyelték meg korábban napraforgó 
és borsó esetében [24, 33]. Ugyanakkor az irodalmi adatok többsége a Cd CAT-inhibitor jellegéről 
számolnak be [4, 8, 34]. 
A nagyobb Cu-stressz (Cu50-200) a hosszú távú (96h) kezelés hatására fokozta a CAT aktivitását a 
növényekben, rövidebb távon inkább gátlás volt tapasztalható (3. B ábra). A gyengébb Cu-terhelés (Cu5-
25) egyértelműen visszaesést okozott az enzimműködésben mind koncentráció-, mind időfüggő módon (3. 
C ábra), ami összhangban van a szakirodalomban leírtakkal [35, 36]. A CAT-gátlás hátterében az 
enzimfehérje szerkezetében bekövetkezett változások állhatnak.  
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3.A ábra: A különböző Cd-koncentrációkkal kezelt Brassica juncea csíranövényekben mért kataláz 
(CAT) aktivitás. A csillagok a kontroll és a kezelt növények közti szignifikáns különbségeket jelzik: 
*, ha p< 0,05; **, ha p< 0,01 és ***, ha p< 0,001. 
 
 
3.B ábra: A különböző Cu-koncentrációkkal kezelt Brassica juncea csíranövényekben mért 
kataláz (CAT) aktivitás. A csillagok a kontroll és a kezelt növények közti szignifikáns 
különbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; **, ha p< 0,01 és ***, ha p< 0,001. 
 
 
3.C ábra: A különböző Cu-koncentrációkkal (Cu5-25) kezelt Brassica juncea csíranövényekben 
mért kataláz (CAT) aktivitás. A csillagok a kontroll és a kezelt növények közti szignifikáns 





3.2. Hisztokémiai vizsgálatok eredményei 
Az anilinkék (AB)- festődések alapján úgy tűnik, hogy csak a hosszabb távú (48-96h) Cd-kezelések 
váltottak ki enyhe kallóz-produkciót elsősorban a gyökércsúcs osztódási és megnyúlási zónájában (4. A 
ábra). A hosszú távon kezelteknél (96h) mutatkozott kisebb mértékű gyökérrövidülés, ami a Cd gyökér-
elongációt gátló hatásának tudható be [37].  
A Cu-kezelés is főleg a hosszabb távon (48h-96h) eredményezett kallóz-beépülést a gyökércsúcs 
megnyúlási zónájában sejtfalakba (4. B ábra), ugyanakkor a gyökércsúcsok visszagörbülése, barnás 
elszíneződése, valamint a gyökerek megvastagodása és rövidülése is megfigyelhető volt, az irodalomban 
leírtakhoz hasonlóan [37, 38]. A barnás elszíneződés eredetére hisztokémiai eljárásokkal eddig nem 
sikerült fényt deríteni. Azonban szakirodalmi adatok alapján feltehető, hogy a bőrszöveti és a közvetlenül 
alatta levő alapszöveti sejtek vakuólumában és apoplasztjában levő flavonoidok különböző peroxidázok 
számára elektron-donorként szolgálnak, és velük reagálva barnás-feketés fenol-polimereket képeznek [39, 
40]. A kisebb Cu-koncentrációkkal végzett terhelésre is a gyökércsúcs-sejtek gyors kallóz-szintézissel 




4. A ábra: Az anilinkékkel (AB) festett gyökércsúcsok 96h Cd-kezelést követően. A mérce 1 mm-t jelöl. 
 
 
4.B ábra: Az anilinkékkel (AB) festett gyökércsúcsok 96h Cu-kezelést követően. A mérce 1 mm-t 
jelöl. 
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4.C ábra: Az anilinkékkel (AB) festett gyökércsúcsokban 48, 72 és 96h Cu-kezelést követően mért 
fluoreszcencia-intenzitás. A különböző betűk szignifikáns eltéréseket jelölnek p< 0,05 esetén.  
 
A sejtek életképességét a Trypan-kék (TB) festéssel vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a gyökércsúcsokban 
eleinte a megnyúlási és a differenciáltabb zónában volt sejtpusztulás elsősorban a bőrszövetben, míg 
később (96h) már az osztódási zónára is átterjedt a károsodás (5. A ábra). Ennek hátterében feltehetően a 
sejtmembrán peroxidatív sérülése áll [26, 41].  
A Cu-terhelés esetében a kezelési idő növelésével egyre erőteljesebb sejtelhalást, szöveti szakadozást 
figyeltünk meg főleg a megnyúlási zónában (5. B ábra). A szöveti sérülések valószínűleg a bőrszöveti 
sejtek és az alattuk levő kéregszöveti sejtek falának nagyobb rigiditásának köszönhetőek [20, 42]. 
 
 






5. B ábra: Az Trypan-kékkel (AB) festett gyökércsúcsok 96h Cu-kezelést követően. A mérce 1 mm-t 
jelöl 
 
A sósavas floroglucinnal való inkubálás nem mutatott ki a gyökércsúcsokban lignifikációt egyik nehézfém 
esetében sem. Bár a Cu-ről ismert, hogy számos, a lignin-szintézisben érintett enzim (pl. peroxidázok, 
lakkázok) kofaktora, így a gyökérsejtek apoplasztjában felhalmozódott Cu az említett enzimeket 
stimulálja, amelyek a sejtfal merevségét és a nehézfémmel szembeni védekezését fokozzák [43, 44, 45]. 
Ez magyarázhatja az általunk is tapasztalt erőteljes gyökércsúcs-rövidülést és a visszagörbülést.  
A már említett Cu-stressz (Cu5-25) okozta CAT-gátlás nyomán felszaporodó H2O2 kimutatására jól 
alkalmazható volt az Amplex Red (AR) fluoreszcens festék. A CAT-gátlás mértéke és a fluoreszcencia 
intenzitása jól korrelált egymással (r= -0.43***, 6. ábra). A képződő H2O2-nak szerepe lehet a 
lignifikációban, hisz e folyamat számos enzime peroxidáz aktivitású.  A sejtfalba beépülő lignin – 
kallózhoz hasonlóan- apoplasztikus gátként szolgál, de gátolja is sejtmegnyúlást [20, 37, 45]. 
A sejtmegnyúlás szabályozásában és a gyökércsúcs visszagörbülésében fontos szerepe lehet Cu-terhelés 




6. ábra: Az Amplex Red (AR) festékkel inkubált gyökércsúcsokban 48, 72 és 96h Cu-kezelést követően 
mért fluoreszcencia-intenzitás. A különböző betűk szignifikáns eltéréseket jelölnek p< 0,05 esetén. 
 
3.3. Szövettani változások a gyökércsúcsokban 
A gyököcskéből illetve a fejlődő elsődleges gyökércsúcsból készített keresztmetszeteken a Cd-kezelést 
követően jelentős szövettani elváltozásokat nem tapasztaltunk, ami nem meglepő, hisz az indiai mustár 
Cd-toleráns és –hiperakkumuláló fajként ismert [5].  
A csírázás során alkalmazott rövid távú (12-24h) Cu-kezelés nem okozott markáns szövettani változásokat 
a gyökércsúcsban, ugyanakkor a hosszabb kezelések hatására a koncentráció emelkedésével a bőrszöveti 
sejtek külső (tangenciális) falának vastagodása volt felfedezhető, amely a pozitív anilinkék-festődés 
alapján feltehetően kallóz-beépülésnek köszönhető [47, 48]. Feltűnő volt továbbá, hogy a kezelés 
hosszának illetve a Cu-koncentráció növekedésével az alapszöveti sejtek eddigi szabályos, lekerekített 
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alakja szabálytalanná vált, valamint a 96h Cu200 kezelésnél felszíni szöveti károsodás jelentkezett a 
metszeti képeken, amely Cu okozta rendellenes sejtosztódással is kapcsolatba hozható [8, 49]. 
 
4. Összefoglalás 
Eredményeink azt mutatják, hogy mind a Cd-, mind a Cu-terhelés hatására már a csírázás kezdetén a 
gyököcskében és a belőle fejlődő elsődleges gyökérben jelentős oxidatív stressz-folyamatok generálódnak. 
A FRAP-értékek alakulása mindkét nehézfémstressz esetében az antioxidáns védelmi rendszer gyors, 
koncentráció-függő, ám időben mérséklődő aktivizálódására utalnak. A membránok sérülését jelző LP-
értékek a Cd esetében csökkenő, míg a Cu-kezelést követően inkább növekvő tendenciát mutattak, amely 
jelzi a növény Cd-hoz való adaptációját, míg a Cu komoly károsodást okozott. A nehézfémstressz által 
generált H2O2 eliminálásában érintett CAT enzim működésében a Cd kezdetben stimulációt, később gátlást 
okozott. A Cu-stresszre is többnyire az aktivitás mérséklésével reagált az enzim.  
A nehézfém-kezelés mint abiotikus stressz hatására – jól kimutatható módon- egy gyorsan szintetizálódó 
poliszacharid, a kallóz sejtfalba történő beépülésével igyekeztek a növények növelni a fiatal gyökerek 
ellenállóképességét, ugyanakkor lignin-szintézisre utaló jelek nem mutatkoztak. Hogy az AR-festéssel is 
kimutatható H2O2 szerepet játszik-e lignifikációs folyamatokban, további vizsgálatok szükségesek. 
Mindazonáltal elmondható, hogy a nehézfémstresszre adott korai válaszok (kallóz-szintézis, antioxidáns 
védelmi rendszer aktivizálódása, enzimaktivitás változása) jól tanulmányozhatók már az egyedfejlődés 
korai stádiumában is. 
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